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学位論文の内容の要旨 
報告番号 乙第 3042号 氏名  飛澤 利之 
Insufficient activation of Akt upon reperfusion because of its novel modification by reduced 
PP2A-B55 contributes to enlargement of infarct size by chronic kidney disease 












が、アミノ酸代謝によって活性が調節されている mechanistic target of rapamycin (mTOR)の活
性化が虚血再灌流障害に対する心筋保護に重要な役割を果たすことが報告された。 




[実験 1] 慢性腎臓病が心筋梗塞サイズに与える影響の検討 
プロトコール 1: 10〜12週齢の雄性 Sprague Dawley ラットを用いて 5/6腎摘出術による慢
性腎臓病モデルを作成した(subtotal nephrectomy; SNx 群)。また開腹手術のみを行った Sham




積(Area at risk: AR)、梗塞領域体積(Infarct size: IS)を算出した。心筋梗塞量は虚血域に対する
百分率(%IS/AR)として表した。 
プロトコール 2: 再灌流時の Akt-Ser473 リン酸化抑制が梗塞サイズに与える影響を検討し
た。プロトコール 1と同様の実験系を用いて、再灌流 5 分前にmTOR complex (mTORC)1/2
阻害剤である Ku-0063794 (Ku: 8 mg/kg)または vehicle を静注し、%IS/ARを評価した。 
[実験 2] 慢性腎臓病が心筋保護シグナルに与える影響の検討 
 実験 1 と同様に Sham 群及び SNx 群を用いて、ラットを麻酔調節呼吸下に開胸して心臓
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を摘出し、Krebs-Hennseleit 灌流液を用いて Langendorff 法による定圧灌流 (灌流圧= 75 
mmHg)を行った。心筋虚血は灌流を 25 分間遮断することによる全虚血により誘導した。虚血前
及び再灌流 5分後に採取した心筋組織を凍結保存し、ホモゲナイズ後に Ser473 及び Thr308
リン酸化 Akt、total Akt、Ser9 リン酸化 glycogen synthase kinase 3β (GSK3、total GSK3、リ
ン酸化 p70s6K、total p70s6K、PTEN、mTORC2 の構成蛋白(mTOR、Rictor、Sin1、Deptor)、PDK1、
PHLPP-1、vinculin の蛋白量をウェスタンブロット法により定量した。 
[実験 3] 慢性腎臓病が mTORC2 及び PDK1 活性に与える影響の検討 
[実験 2]の結果を踏まえて、Akt-Ser473及び Akt-Thr308 のリン酸化を調節する mTORC2及
び PDK1 の活性に慢性腎臓病が与える影響を検討した。Sham 群及び SNx 群を用いて実験 2
と同様に虚血前及び再灌流 5 分後に心筋組織を採取し、ホモゲナイズ後に抗 Sin1 抗体もし
くは抗PDK1抗体で免疫沈降した。免疫沈降物にmTORC2及びPDK1の基質である Aktと ATP
を添加後に Ser473及び Thr308リン酸化 Aktの蛋白量をウェスタンブロット法により定量し
た。 
[実験 4] 慢性腎臓病による PP2A B55発現低下が Akt リン酸化に与える影響の検討 
プロトコール 1: Sham 群及び SNx 群を用いて、実験 2 と同様に虚血前及び再灌流 5 分後に
心筋組織を採取し、ホモゲナイズ後に PP2A A、PP2A B55、PP2A C の蛋白量をウェスタン
ブロット法により定量した。 
プロトコール 2: 10%牛血清添加 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)中で H9c2心筋芽
細胞を培養した。PP2A B55 siRNA 及びコントロール siRNA を Lipofectamine RNAiMAX を用
いて導入した。12 時間後に培地を血清未添加の DMEM と交換し、insulin-like growth factor-1 
(IGF-1, 50 nM)もしくは vehicleを添加した。15分後に細胞を採取し、ホモゲナイズ後に Ser473
及び Thr308 リン酸化 Akt、total Akt、PP2A B55の蛋白量をウェスタンブロット法により定
量した。 
[実験 5] Akt-Thr308恒常的リン酸化が Akt-Ser473 リン酸化に与える影響の検討 
 10%牛血清添加 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)中で HEK293細胞を培養した。
野生型 Akt (WT-Akt)に点変異を挿入することにより恒常的 Thr308 リン酸化型 Akt 
(T308D-Akt)を発現させるベクターを作成した。HA タグ付き WT-Akt もしくは T308D-Akt 発
現ベクターを FuGENE HD を用いて HEK293細胞に導入し 24 時間後に IGF-1 もしくは vehicle
を添加した。添加 15 分間後に細胞を採取し、ホモゲナイズ後に Ser473及び Thr308 リン酸





プロトコール 1: SNx 群では Sham 群と比較して血清クレアチニン値は上昇(0.71±0.03 vs. 
0.36±0.03 mg/dl)、ヘモグロビン濃度は低下していた(13.2±0.2 vs. 16.1±0.4 g/dl)。%IS/ARは
Sham群で 41.4±2.0%であったのに対し、SNx群では 56.3±4.6%と有意に増大していた。%IS/AR
と血清クレアチニン値は有意な正の相関を示した(r=0.47、p<0.01)。 
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プロトコール 2: Sham 群において、再灌流 5 分前の Ku 投与は再灌流 5 分後の Ser473 リン酸
化 Akt 及びリン酸化 p70s6K の蛋白量を減尐させ、%IS/AR を有意に増加させた。一方、SNx
群では Ku の投与は%IS/AR に影響を与えなかった。 
 
[実験 2]  
 虚血前の時点で、Thr308 リン酸化 Akt の蛋白量は Sham 群と比較して SNx 群で有意に増
加していたが、Ser473 リン酸化 Akt の蛋白量は両群で差がなかった。一方、再灌流 5 分の
時点で Thr308リン酸化 Akt の蛋白量は Sham 群と SNx 群で同様であったが、Ser473 リン酸
化 Akt の蛋白量は SNx 群で有意に低下していた。さらに Akt 活性レベルの指標であるリン
酸化 p70s6 kinase 及びリン酸化 GSK3β の蛋白量は SNx 群において Sham 群と比較して有意





 抗 Sin1 抗体沈降物中の mTORC2 活性レベルは、Sham 群及び SNx 群において虚血前と比
較して再灌流 5 分後の時点で同程度に増加していた。一方、PDK1 活性レベルは虚血前及び
再灌流 5 分後いずれの時点においても Sham 群と SNx 群で同様であった。 
 
[実験 4] 
プロトコール 1: PP2A A 及び PP2A C の蛋白量は Sham 群と SNx 群で同様であったが、
Akt-Thr308のリン酸化を負に制御するPP2A B55の蛋白量はSNx群において有意に低下して
いた。 
プロトコール 2: PP2A B55の発現抑制により Thr308 リン酸化 Aktの蛋白量が有意に増加し
たが、Ser473 リン酸化 Akt の蛋白量には影響を与えなかった。一方で、IGF-1 添加後の Ser473
リン酸化 Aktの蛋白量は PP2A B55の発現抑制により減尐した。
 
[実験 5] 
 WT-Akt 発現細胞において、IGF-1 添加は導入した WT-Akt-Ser473 及び内因性 Akt-Ser473、
双方をリン酸化した。T308D-Akt 発現細胞では、WT-Akt 発現細胞と比較して IGF-1添加によ
る内因性 Akt-Ser473 リン酸化の程度は同様であったが、T308D-Akt-Ser473 のリン酸化は
WT-Akt-Ser473 と比較して有意に低下していた。以上の結果から、Akt 分子内において










灌流後の Akt-Ser473 リン酸化と下流の p70s6K 及び GSK3β-Ser9 リン酸化が低下しており、
慢性腎臓病により再灌流後の Akt 活性化が障害されることが示唆された。さらに、Sham 群
における mTORC1/2 阻害薬による再灌流時の Akt-Ser473 リン酸化抑制は、SNx 群における
心筋梗塞サイズ増大を再現した。一方、SNx 群に対する mTORC1/2 阻害薬投与は梗塞サイ
ズに影響を与えなかった。以上の結果から、再灌流時の Akt-Ser473 リン酸化抑制による Akt
活性化障害が慢性腎臓病における梗塞サイズ増大に寄与することが示唆された。 
Aktの Thr308残基と Ser473 残基のリン酸化は、Akt 活性レベルの主要な調節機構である。
Akt-Thr308 リン酸化は、PI3K-PDK1 経路により正に、PP2A により負に制御されている。一
方、Akt-Ser473 リン酸化は、mTORC2 により正に、PHLPP-1 により負に制御されている。本
研究では、mTORC2 構成蛋白や PHLPP-1 の蛋白量及び再灌流時のmTORC2 活性は Sham 群と
SNx 群で同等であった。一方で、SNx では虚血前の時点で Akt-Thr308リン酸化が増加してお
り、PP2A サブユニットの一つである PP2A B55の発現が低下していた。心筋細胞における




慢性腎臓病における PP2A B55発現低下の機序として、PP2A B55mRNA レベルは Sham
群と SNx 群で同様であったことから、慢性腎臓病による PP2A B55の翻訳後修飾が推察さ
れる。慢性腎臓病はユビキチン化を介していくつかの蛋白の発現レベルに影響することが
報告されているが、PP2A B55のユビキチン化の程度は Sham 群と SNx 群で同様であった。
慢性腎臓病による PP2A B55発現低下の機序については更なる検討が必要である。 
Akt は主に細胞膜でリン酸化により活性化する。非心筋細胞において Thr308 の恒常的リ




mTORC2 がどの部位に局在する Akt をリン酸化することが細胞死抑制に重要かを明らかに
する必要があるが、本研究の結果は Akt-Thr308 と Akt-Ser473 の分子内相互作用が慢性腎臓
病における Akt 活性化障害の主要な機序であることを示唆している。 
 
結語 
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明らかにするため、細胞保護シグナルである PI3K/Aktシグナルと mTOR/Akt シグナル
への慢性腎臓病の影響を解析したものである。慢性腎臓病のモデルとして 5/6腎摘ラ
ットを用い、慢性腎臓病が PP2A B55 の発現を低下させて Akt-Thr308 のリン酸化レ
ベルを恒常的に亢進させること、Akt-Thr308 の恒常的リン酸化の亢進は、虚血再灌
流による主要な Akt 活性化機構である Akt-Ser473 のリン酸化を分子内相互作用を介
して障害すること、再灌流時の Akt活性化障害によってその下流の細胞保護シグナル
である GSK-3 -Ser9リン酸化や p70s6Kのリン酸化が障害される結果、再灌流障害の
増悪を介して心筋梗塞が拡大することを明らかにした。本研究の成果は、慢性腎臓病
による心臓死増加の機序の一端を明らかにし、新たな創薬への手がかりを与えるもの
であり、博士の学位授与に値すると審査委員全員より評価された 
 
結果の要旨 
